肝の血漿蛋白産生細胞に関する免疫組織化学的研究　Ⅰ.　種々の固定条件における正常ラット肝のAlbumin, Fibrinogen産生細胞の検索 by 佐藤 昌明 et al.
札幌医誌51（2）155～168（1982）
肝の血漿蛋白産生細胞に関．ｷる免疫組織化学的研究
　　　　1．種々の固定条件における正常ラット肝のAlbuエnin，
　　　　　　　　　　　　　　　　Fibrinogen産生細胞の検索
佐藤昌明　　伝法公麿　　森　道夫
札幌医科大学病理学第2講座　（主任　小野江潮岬教授）
Immunohistochemical　Studies　of　Plasma　Protein－Producing
　　　　　　　　　　　　　　　　　　Cells　in　Rat　Liver
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　　　　The　inHuence　of　various　fixation　procedures．　and　fixatives　on　the　cellular　and　subcellular　Iocali－
zation　of　alb㎜in（ALB），　transferrih（Tf）and丘brinogen（Fg）in　normal　rat　Iiver　was　examined　by
the　immunoperoxidase　technique．
　　　　　When　the　liver　was丘xed　by　perfusion　through　the　portal　vein　with　8％paraformaldehyde，
virtually　a11　hepatocytes　in　the　liver　were　stained　simultaneously　by　the　anti－ALB　and　anti－Tf　anti－
sera．
　　　　On　the　other　hand，　hepatocytes　positive　for　ALB　and　Tf　were　found　only　scattered　when　th．e
liver　was且xed　by　immers．ion．　Since　the　positively　stained　hepatocyt．es　for　these　proteins　decreased
in　number　parallel　to　the　depth　of　the　tissue　from　the　surface　of　the　specimen，　it　was　strongly
suggested　that　the　outflux　of　intracellular　proteins　during　the　process　of　fixation　would　probably　take
place　due　to　slow　penetration　of　the　fixatives．
　　　　Fg　was　not　found　in　the　n．ormal　liver　fixed　by　perfusion，　suggesting　that　the　content　of　this
protein　in　normal　hepatocytes　is　lower　than　the　level　detectable　by　the　Immunoperoxidase　technique．
　　　　ALB　and　Tf　were　demonstrated　to　be　clearly　localized　on　the　rough　endoplasmic　reticlllum，
nuclear　envelope　and　the　Golgi　apparatus　by　immuno－electron　microscopy　specific　for　each　protein．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　February　1，1982　and　accepted　February　8，1982）
1　緒 言
　Albumin（以下ALB）jbrinogen（以下Fg）が，
．肝細胞で．合成．さ．れ血中に分泌される主要な血漿蛋白で
あることは，今日良く知られた事実である．が｝～4｝これら
血漿蛋白の産生細胞の同定に関する研究成績は報告者
によりまちまちで意見の一致をみていない§～19｝
　蛍光抗体法を最初に応用したGitlin　et　alラ〉．の報告で
は，ALBは肝細胞にほ．とんど認められず，主要な陽性
部．位は類洞と結合織となっているが，これは抗体．の特
異性あるいは感度に問題があったためと考えられる．そ
の後Hamashitna　et　al了）はヒトの生検肝を95％
ethanolと1．％氷酢酸の混合液で浸漬固定し，蛍光抗体
法によりALBは10～15％，　Fgは1％の肝細胞に認め
られるという結果を得，これらの血漿蛋白は肝臓内で
もごく少数の肝細胞でしか産生されていないと結論し
た．以来，この説は肝臓の予備力を説明するものとし
て広く受け容れら．れている．
　　しかしこの成績は，その後行われたヒト肝のALB産
生細胞の検索の結果9’10’19｝と必ずしも一致しない．また
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一方，ALB産生細胞の同定は種々の実験動物の肝につ
いて蛍光抗体法あるいは酵素抗体法を用いて行われて
いるが，その成績は同じ動物種のなかですらまちまち
であるなど，不一致が目立っ堅11～18）
　このような混乱をもたらす原因の一つとして堀川ら11）
はALBが可溶性抗原であることに注目し，固定時の抗
原流出がこれらの差異をもたらす可能性を考え迅速固
定法を試みた．その結果，正常ラット肝では100％の肝
細胞がALBを保有していると結論した．しかし，この
方法も再現性の点で問題が残り，また小さな組織片に
しか利用できないという欠点があった．われわれは実
験肝癌の発生過程における血漿蛋白や酵素蛋白の消長
を知ることを最終の目標としているので，大きな組織
片での検索が可能で，かつ再現性の確実な方法を選択
することが必要である．そこで電顕形態学20）や電顕酵素
組織化学21）で好結果を得ている門流固定を応用すること
を試み，正常ラット肝におけるALBとFgの産生細胞
に関しこれまで広く用いられてきた幾種かの固定法と
の間で比較検討した．また同時に，肝が主な産生部位
であり，やはり成績の一致していないtransferri瀞2缶23＞
（以下Tf）に関しても併せて検索した．
2　実験方法
2・1　動　　　物
　体重180～200gのWistar系雄ラット（オリエンタ
ル固型飼料で飼育）を用いた．
2・2　固定法の検討
　2・2・1固定法
　以下の5種類の代表的な浸漬固定を選び，灌流固定
を加えて6通りの固定法を行った．第1法から第4法
までの浸漬固定群は，頸静脈切断による屠殺後に肝臓
を取出し，各葉から4枚ずつ5×5×2mmの組織片を
作製しそれぞれの固定法を行った．動物は各々3匹ずつ
用いた．
第1法；Hamashima　et　alτ）に従い95％ethanolと
1％氷酢酸の混合液で4℃，24時間固定した．
第2法；Guillouzo　et　aP4）に従い0．1Mカコジル酸緩
衝液でpH　7．4に調整した10％paraformaldehyde溶
液で4℃，8時間固定した．
第3法；Kuhlman25）やGuillouzo　et　aP4）に従い6％
paraformaldehyde，1～0．25％glutaraldehyde，0．1
Mヵコジル酸緩衝液（pH　7．4）よりなる固定液で4℃，
4時間固定した．
第4法；Zamboni　and　DeMartino26）に従いpicric
acid加2％paraformaldehydeで4℃，48時間固定し
た．
第5法；LeBouton　and　Masse16）に従いエーテル麻酔
下で開腹し，門脈より0．04％硝酸ナトリウム加生理食
塩液100mJで灌流放巧し，取り出した肝から4．5×
4．5×1．5mmの組織片を作り4％paraformaldehyde，
0．1Mヵコジル酸緩衝液（pH　7．4）よりなる固定液に
浸漬し4℃，4時間固定した．
第6法；エーテル麻酔下で開腹し，門脈に18Gの注射
針を刺入後，下大静脈を切断し二二しながら0．1Mカ
コジル酸緩衝液（pH　7．4）で2分間（約20　mJ）洗浄
し，直ちに8％paraform　aldehyde，0．1Mカコジル酸
緩衝液（pH　7．4）よりなる固定液で2分間（約20　mJ）
肝を灌流固定し，その後再び0．1Mヵコジル酸緩衝液
で3分間洗浄した．固定された肝の各葉から最大幅の
部位で厚さ2mmの組織片を切り出した．
　固定後，第1法はSa量nte－Marie27）の方法で脱水，透
徹し，軟パラフィン（融点52～54℃）に包埋した．第
2法から第6法まではそれぞれ7，5％庶糖加0．1Mカコ
ジル酸緩衝液で24～48時間洗浄した後，光顕用には冷
alcohol脱水，　xylol透徹後，軟パラフィ、ンに包埋した．
　2・2・2　切片の深さによる染色様式の検討
　浸漬固定における固定液の浸透の差を検討するため
に，各固定法により作製した軟パラフィンブロックか
らFig．1のように表層（A），中間層（B），深層（c）に分けて
薄切片を作製した．
ABC
／
Fig．1　Schematic　representaion　of　various　depths　of
　　　tissue　blocks　from　which　secions　for
　　　immunohistochemistry　were　obtained．　A；
　　　supe而cial，　B；middle，　C；deep．
2・3　免疫組織化学
2・3・1抗血清
　1次血清として兎抗ラットALB血清，および山羊抗
うットFg血清（CapPel社；pa．，　USA），兎抗ラット
Tf血清（CapPel社），さらにEngelhardt　et　al．28｝に
従い血漿成分の流入による人工産物のチェックのため
肝細胞には存在しないIgGを染める目的で兎抗ラット
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IgG血清（CapPel社）を用いた．抗うットALB血清
は堀川らによって作製されたもので，その特異性につ
いてはすでに彼らによって報告されている｝1）
　2次血清としてはperoxidase標識山羊抗兎lgG血
清，およびperox　i　dase標識濾紙山羊IgG血清（各々
Cappe1社）を用いた．
　2・3・2　光顕的検索
　免疫組織化学はNakane　and　Pierce29）の間接per－
oxidase酵素抗体法に準じて行った．
　1次血清，2次血清の反応時間は各々30分間とし，
発色はGraham　and　Karnovsky30）の方法によった．
methylgreenで核染色し，脱水，透徹の後Bioliteで
封入した．
　対照として1次血清に非特異的兎血清，あるいは山
羊血清，およびラット血漿で吸収した特異抗血清を用
いて同様の反応を行った．陽性細胞の割合は対物レン
ズ10倍の視野で概算しpercentで表現した．
　2・3・3　電顕的検索
　第6法の灌流固定群に関し，Nakane　and　Pierce31）
の方法で電顕的免疫組織化学（以下免疫電顕）を行っ
た．上記固定後，組織片を7．5％庶忌引0．1Mカコジ
ル酸緩衝液（pH　7．4）で1晩洗浄し，さらに庶糖濃度
を10，15，20％と増加した同緩衝液で各々2～4時間浸
漬し，5％の割合に91ycerolを加えた20％庶糖加同緩
衝液に1時間浸漬した後，cryocool（NESLAB社）
で急速凍結を行った．Histokryotom（Leitz社）　で
6～8μの凍結切片を作製し，乾燥後ALB，　Tf，　Fgの
染色をそれぞれ行った．Graham　and　Karnovsky30）の
方法で発色した後1％OsO、溶液で後固定，　alcohol脱
水，Epon812に包埋，　Ultratome（LKB社）　で超薄
切片を作製し電子染色をせずにJEM！00C電子顕微鏡
で観察した．
3　成 績
3・lALBの染色様式
第1法；表層の切片ではほぼ70～80％の肝細胞に陽性
所見が認められる（Flg．2）．深層の切片になると陽性
細胞は30～40％に減少し，染色の濃さも減弱する．ど
の層からの切片でも陽性細胞の割合は小葉により異な
る．陽性細胞の間でも染色の濃淡に差があり，反応産
物は細胞質全体にびまん性に広がっている．まれに核
が陽性に染まる肝細胞も認められた（Fig．3）．さらに
類洞壁および内宮での染色も認められた．
第2法；表層の切片では30～40％の肝細胞がモザイク
状に染まった．陽性細胞の割合は小葉により異なるが，
グリソソ鞘や中心静脈の周囲に集籏する傾向が認めら
れた（Fig．4）．．深層の切片ほど陽性細胞の割合は減少
し，ほぼ10％であった．類洞壁の染色は著明であった．
また特に切片の端の部分で強い反応が認められた（Fig．
5）．
第3法；表層の切片では，ほぼ10％の肝細胞が斑点状
に染まった（Fig．6）．類洞壁や結合織の染色が著明で，
陽性細胞のまったく認められない小葉が大多数を占め
た．深層の切片でも同様の傾向が認められた．
第4法；どの層からの切片もほぼ10％の肝細胞が斑点
状に染まる（Fig．7）．類洞壁の染色も著明であった．
第5法；表層の切片ではほぼ100％の肝細胞が陽性で
あった．反応産物は主に穎粒状を呈しているが，切片
の端の部分では細胞質全体ににじむような濃い染色が
認められた（Fig．8）．深層の切片でも同様にほぼ100％
の肝細胞が陽性であったが，表層の切片より反応の強
さは減弱した（Fig．9）．また切片の端の部分の肝細胞
で，反応産物が固定液の浸透方向に偏在する像が認め
られた（Fig．10）．
第6法；どの層からの切片も，ほぼ100％の肝細胞が陽
性であった（Fig．11）．強拡大で反応産物は穎粒状を呈
し（Fig．12），第5法と比較しても強い染色性を示す．
細胞質のにじむような染まり方は認めなかった．さら
に類洞壁，内皮細胞，胆管上皮細胞，Kupffer細胞で
は第5法と同様に陰性であった．小葉内で反応の強さ
の勾配を認めなかった．また対照群はすべて陰性であっ
た（Fig．13）
3・2　Fg 染色様式
第1法；どの層からの切片’でもほとんど陰性であった
が，まれに数個の陽性肝細胞が認められた．割合は1％
以下である．しかし反応産物は穎粒状ではなく，細胞
質全体ににじむようなものであった．
第2法；第1法とほぼ同様の結果が得られた。
第3法；ALBとほぼ同様の染色態度で，斑点状に陽性
肝細胞が存在した．しかし数は少なく，1％程度であっ
た（Fig．14）．
第4法；第1法，第2法とほぼ同様の結果が得られた．
第5法，第6法；いずれも，すべての肝細胞で陰性で
あった（Fig．15）
3・3　Tfの染色様式
　すべての固定法においてTfはALBとほぼ同様の染
色態度を示した．
　第1法では表層の切片で多数の肝細胞が陽性であっ
たが，100％には達しなかった．
　第2法，第3法，第4法では各々10～40％の割合で
158 佐藤昌明・他 札幌医誌
斑点心あるいはモザイク状に配列する陽性肝細胞を認
めた．
　第5法，第6法ではほぼ100％の肝細胞が陽性に染
まった（Fig．16）．小葉内で反応の強さの勾配は認めら
れなかった．
3・4　1gGの染色様式
第1法；表層の切片では5～6個（5×5mmの切片あた
り），深層の切片では10数個の陽性肝細胞が認められ
る例が多かった．しかし，表層の切片で30～40％の肝
細胞が陽性になる例もあり（Fig．17），結果は一定しな
かった．染色様式は細胞質全体ににじむようなもので
あった．IgGは類洞壁でも陽性であった。
第2法；第1法とほぼ同様の結果であったが，特に血
管周囲に多い傾向があった（Fig．18）．連続切片のALB
染色（Fig．4）と対比すると，同一細胞が同様の染色様
式で特に濃く染まっていることがわかった．
第3法，第4法；第2法とほぼ同様の結果であった
（Fig．19）．
第5法；まれに表層の切片の端に非特異的沈着と考え
られる染色が認められた．
第6法；IgGで陽性に染まる肝細胞は認められなかっ
た．類洞も陰性であった．
3・5　電顕的免疫組織化学所見
　　第6法で固定した群についてALB，　Tf，　Fgの免疫
電顕を行った。ALBの反応産物は肝細胞の粗面小胞
体，核膜およびGolgi装置に一致して認められた（Fig．
20）．Mitochondriaは陰性であった．　TfもALBと同
様の局在が認められた（Fig．21）．電顕の超薄切片作製
は肝小葉内で無作為に行ったが，いずれの切片でも同
様の所見が得られた．Fgに関しては陽性所見はまった
く認められなかった．
4　考 察
4・1　固定法について
　免疫組織化学における固定操作は，対象となる抗原
をその抗原性を保存しながら局在部位に固定し，同時
に細胞や組織の構造の保持をはかる目的でなされるが，
固定は蛋白の変性をも意味し，より良い構造保持を望
めば抗原性失活の危険も増すというジレンマが存在す
るはずである．
　組織を固定液に浸漬する浸漬固定は，その方法の簡
便さから広く行われており，少なくとも肝の血漿蛋白
産生細胞の研究においてはその成績の不一致をもたら
した最大の要素であったと考えられる．
　この項では，まず浸漬固定とわれわれの行った拳蟹
固定に関して考察し，次に固定液についてふれたい．
　4・1・1　浸漬固定と灌流固定の比較
　肝の血漿蛋白産生細胞を免疫組織化学的に検索する
場合，その特殊性として対象とする抗原が可溶性蛋白
であることと，肝では常に類洞内に大量の血液が存在
していることが挙げられる．
　浸漬固定は固定液の浸透に伴い表層から順に固定さ
れてゆくため，表層と深部では時間的な差が生ずる．そ
の間，深部では死後融解が進行するはずであり，細胞
内の化学的環境や微細構造は変化を受けるものと思わ
れる．さらにBrozman9｝や堀川11）らが考察しているよう
に，ALBなどの可溶性蛋白は固定液の浸透以前に流出
してしまう可能性がある．今回，深層の切片で陽性率
が低下する傾向がみられたのはこのたあであろう．ま
た深層の切片の端の部分の肝細胞で，反応産物が固定
液の浸透方向に偏在する現象が認められた．これは固
定液の浸透に伴い，可溶性蛋白が移動したためと考え
られる．
　類似した現象はCorrin　and　Aterman321が述べている
ように，過ヨウ素酸シッフ（PAS）染色で肝細胞の糖
原を染める時にも経験される．肝細胞の細胞質がさざ
波状に染まるもので（吹き寄せ現象），同じ機序に基づ
く人工産物と考えられる．
　また，穎粒状の染色様式以外に細胞質のにじむよう
な染色が表層の切片，あるいは深層でも辺縁部に認め
られた。これは後述するように，粗面小胞体に存在す
る抗原が細胞質基質中に流出したものと考えられる．
　抗原の流出の一方で，流入が生ずることも考慮され
なければならない．比較的太い血管を取り囲んでALB，
あるいはFg陽性細胞が一列に並ぶ像が認められたが，
連続切片を用いて肝に存在しないIgGを染めると，
ALBやFgが染まったと同じ肝細胞に陽性に認められ
る．小葉内に斑点状に存在するALB陽性細胞の場合も
同時にlgGが染まることが多く，これらの現象は不完
全な固定によって，血管あるいは類洞中に存在した血
漿成分がしみ込んだためと解釈できる．従ってこのよ
うな細胞でALBやFgの陽性率を計算するのは無意味
であろう．
　このように浸漬固定は様々な人工産物が生じ易く，再
現性も乏しいので，少なくとも肝の可溶性抗原の固定
には不適当なことが明らかである．
　一方，灌流固定は本来は電顕形態学20）や，電顕組織
化学21）用に一部で行われてきた方法であるが，固定液を
流す前に緩衝液で血管や類洞の血液を完全に洗い流し，
かつ類洞を流れる固定液は，ほとんど瞬間的にすべて
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の肝細胞を固定し得るから，先に挙げた2つの問題点
は解決できる．さらにより大きな組織切片での検索が
可能であり，また免疫電顕での構造保持も優れている．
　実際に今回の比較でも吹き寄せ現象やIgGのしみ込
みは認められず，反応産物も顯粒状を示した．免疫電
顕の結果と対照すると，粗面小胞体での局在は光顕的
には穎粒状として表現されることがわかり，穎粒状の
染色様式を光顕的に認めれば免疫電顕を行わなくても，
抗原の粗面小胞体局在を予測し得るものと思われる．
　以上より，肝の血漿蛋白産生細胞に関する研究には，
二流固定によって検索した結果が最も信頼できるもの
と考える．
　しかし，ヒトの肝を対象とする場合は浸漬固定以外
に方法がないわけであり先に挙げた問題点を克服する
工夫が必要になってくる．Brozman9）は組織を小さくし
て浸透を早めようと考え，aspiration　biopsyの組織で
浸漬固定を行い，ほぼ100％の肝細胞がALBを保有す
ると結論している．しかし実際に肝癌，肝硬変などの
病変を有する肝に適応するにはaspiration　biopsyの組
織は小さすぎる．一方，堀川ら11）は固定液を撹絆するこ
とにより迅速固定を行い同じ結果を得ているが，
Guillouzo　et　al～4）が指摘しているように血漿成分の浸
透が生じ易い．
　その点ではGuillouzo　et　aL　24），　LeBouton　and
Masse，L6｝Yokota　and　Fahimi18）のin　situで肝を洗浄
し，血液を洗い流した後切り出して浸漬固定するとい
う方法が希望を与える．この方法でGuillouzo　et
a1．24）以外の2老は，ほぼ100％の肝細胞がALBを保
有すると結論している．われわれも今回，LeBouton
and　Masse16）の方法で同様の結果を得たが，組織片を大
きくすると軽度の固定むらが生じ，浸漬固定の欠陥を
完全には拭い去ることができなかった．だが，類洞に
血液が存在することが人工産物を生む原因であり，こ
れを完全に除去することがかなり有効であることがわ
かった．
　彼らのin　situで洗浄する方法もヒトに応用すること
は難しいが，剖検材料や手術材料を用いて同様の検索
を行う場合，現時点で最も自然に近い状態で検索し得
るのは，観察可能な範囲で小さくした組織片を等張の
緩衝液で数分洗い，血液を可能な限り除去した上で，浸
漬固定する方法であろう．
　4・1・2固定液の比較
　肝の免疫組織化学を行うために用いられてきた固定
液は大きく，Sainte－Marie27）やHamashima　et　al了）
によるethanolを主体とするものと，　formaldehydeや
glutaraldehydeに代表されるaldehyde系の固定液にわ
けられる．これらが研究者により種々の濃度で単独，あ
るいは組合せで用いられてきた．
　Alcohol系の固定液は，その簡便さから広く用いられ
ているが，通常の浸漬固定では数ユ0％の肝細胞しか
ALBが染まらない．　LeBouton　and　Masse16）の方法で
血液を洗い流した後ethanolによる浸漬固定をするとほ
ぼ100％になるが，表層での吹き寄せ現象などの人工産
物は残る．また反応産物は二二として認めにくい．こ
れはethanolが小胞体膜の脂質を溶かし，　ALBなどの
抗原が細胞質内外に流出するためと考えられる．さら
に同様の理由で免疫電顕に応用できないという欠点が
ある．
　Aldehyde系の固定液はparaformaldehydeを主体
として，それ単独あるいはglutaraldehydeやpicric
acidなどとの組．合せで用いられている．　Paraform－
aldehyde単独は，われわれの一流固定，および
LeBouton　and　Masse16）の結果が示すように人工産物
の出現が少なく充分な抗原性保持が可能である．浸透
はethanolに劣るが，二流固定を行う限り浸透を問題に
する必要はない．さらに構造保持も良好で免疫電顕に
もそ まま応用できる．
　Glutaraldehydeは1～0．25％の濃：度でparaform－
aldehydeに混ぜて用いられている解5｝Glutaraldehyde
は超微構造の保持には最も優れた固定液であるが，抗
原性の失活が大きく，さらに非特異的沈着などの人工
産物も生じ易く免疫組織化学には不適当と考えられる．
　Picric　acidを加えるZamboni　and　DeMartion
の26）方法は固定液の迅速な浸透を目的としているが，抗
原の流出も強いと考えられ可溶性抗原の固定には不適
当である．
　さらに最近，特に糖蛋白の免疫組織化学に適した固
定法として推奨されているperiodate－lysin　paraform－
aldehyde（PLP）固定液33）による二流固定も試みたが，
8％paraformaldehydeを用いた時とまったく同様の結
果が得られた．PLP固定は理論上優れた方法であり，
特にリンパ球の一部の表面抗原ではPLP固定液が最も
優れているという報告34）もみられるが，われわれの扱う
肝の血漿蛋白の場合は8％paraformaldehyde単独の
固定液で充分と考える．
4・2　正常ラット肝における血漿蛋白産生細胞
　今回の検索で，正常ラット肝では100％の肝細胞で
ALBとTfが陽性に染め出された．しかし，　Fgが陽性
の肝細胞は認められなかった．
　ALBやTfの反応産物が光顕的には肝細胞内で三三
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Table　1
authors species ALB Fg
1953．
1963．
1964．
1971．
1972．
1974．
1975．
1975．
Gitlin，　B．　D．　et　al．
Barnhart，　M．1．　and　Forman，　W．　B．
Hamashima，　Y．　et　al．
Brozman，　M．
Feldmann，　G．　et．　aL
Horikawa，　M．　et　al．
Guillouzo，　A．　et　al．
Lin，　C．　T．　and　Chan，　L．
1976．　Guillouzo，　A．　et　al．
1979．
1980．
1981．
1981．
Maurice，　M．　et　al．
LeBouton，　A．　V．　and　Masse，　J．　P．
Kojiro，　M．　et　al．
Yokota，　S．　and　Fahimi，　H．　D．
human
dog
human
human
human
　rat
　rat
　rat
rat
　rat
　rat
human
　rat
in　SOrne　inStanCeS
10－15％
100％
359±3．5％
100％
15％
scattered
adult
1－day　old
15％
100％
66％
100％
15％
5％
little
5％
1％
1％
1％
100％
状に観察され，電顕的に粗面小胞体に局在することが
確かめられたことは，これらの血漿蛋白が肝細胞で産
生されていることを端的に示す所見と考えられる．
　一方Fgが陰性であったのは，正常ラット肝では少な
くともわれわれの行った酵素抗体法の感度で探知でき
る量は，産生されていないためと考えられる．
　肝細胞全体に占めるALB，　Fg産生細胞の比率に注
目した報告はTable　1に示すように多数認められるが，
その成績は先に述べたようにまちまちである§～1軌24）
　Hamashima　et　a1．7）はALBは10～15％，　Fgは
1％の肝細胞が保有し，さらにALBは2核細胞や対に
なった肝細胞に高頻度に見出され，Fgを有する肝細胞
はグリソソ鞘周辺に多いという結果を得て，個々の肝
細胞の問に分業が行われている可能性を示唆した．し
かし，これらは浸漬固定の人工産物の結果と考えられ
る．
　もっとも彼らの用いたのはヒトの肝であり，われわ
れが行った灌流固定を適用できないのは当然であるが，
Guillozo　et　aL　23）はラット肝においてさえALBやFg
は限られた細胞でしか産生されないと述べている．こ
れは今回の結果が示すように人工産物から導き出され
た誤りであろう．
　少なくともラットに関する限りは，われわれの結果
やLeBouton　and　Masse｝6）Yokota　and　Fahimi18）
の結果にみるように，ALBに関しては100％の肝細胞
が産生しており，すべての肝細胞がALB産生能を保持
していると言える．
　ヒトとラットの種差が肝細胞の血漿蛋白産生能に差
をもたらす可能性はもちろん否定できない。堀川ら11）は
彼らの得た結果とHamashima　et　al．7）との結果の差の
説明として，ヒトとラットのALBの半減期の違いを挙
げている．しかし今回の比較実験でも示したように，同
じラットでも不適当な固定を行うとHamashima　et
al了）の結果と同様になるわけであるから，その差異の最
大の原因は固定法であろう．ALBは全血漿蛋白の半分
以上を占める蛋白であり，一部の肝細胞が産生するよ
りは全肝細胞が同時に同程度の量を産生している方が
理にかなっていると思われる．
　一方，ヒトおよびラットにみられる斑点状あるいは
モザイク状の染色様式をcell　cycleとの関連で説明す
る考えもあるが｝㌫35－37）われわれの結果ではALBは100％
の肝細胞に染まり，cell　cycleによる蛋白合成休止期の
存在によって陰性細胞を説明する必要はないが，蛋白
合成を休止した細胞でもそれ以前に合成した蛋白を細
胞質に保有しているために陽性に染まる可能性は考え
なけれぽならない．しかしChen　and　Ledman38｝は同調
培養した巨細胞でALBがすべてのcell　cycleで合成さ
れると報告しており，少なくともALBに関してはすべ
ての肝細胞が同時に産生を行っていると思われる．
　Tfはferritinやlactoferrinと並び，血漿中の主要な
鉄結合蛋白であるが，主たる合成部位は肝細胞とされ
ているr9）肝内のTf産生細胞を調べた報告は亭亭認め
られるが｝曜鋤そのほとんどが斑点状に陽性細胞が存在
すると述べている．しかし今回のわれわれの検索では，
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TfもやはりALBと同様に100％の肝細胞に認められた．
過去の報告にみる成績は固定時の人工産物によると考
えられる．
　Fgが1％内外の肝細胞で産生されているという説は，
やはり人工産物である可能性が強い．最近LeBouton
and　Masse16）は正常ラット肝では100％の肝細胞がFg
を産生していると報告したが，われわれの成績では，正
常ではFg陽性の肝細胞は認められない．この差異の原
因としては，用いた抗血清の力価の違いが問題になる
かもしれない．また，彼らの観察は蛍光抗体法によっ
ており，陽性と陰性の判定は微妙であると考えらる．そ
の点で，われわれは蛍光抗体法より感度の高い酵素抗
体法を用いて検索したにもかかわらず，正常肝細胞に
おいてはFg産生細胞を認め得なかった．
　このことから，正常肝ではFgの産生量は，この方法
で探知できる量に達していないという結論を得た．こ
の点を確かめるために第2報において，Fg産生を充進
させる条件を作り出し，Fg産生細胞の同定を試みた．
　これらの肝細胞で合成される血漿蛋白の分泌過程は
興味のある問題であるが，未だ明らかにされていない．
ALBに関する免疫電顕による幾つかの研究は｝q13・1孔18）粗
面小胞体と核膜，Golgi装置，その周囲の小胞での局在
を示し，粗面小胞体および核膜での合成，Golgi装置で
の濃縮あるいは糖付加，小胞による分泌を想像させる。
われわれも今回免疫電顕を試みたが，粗面小胞体での
局在を確認することが主目的であったため，分泌過程
を詳細に追跡するところまでは検索し得ていない．
　今回の研究から明らかにされた固定条件による陽性
細胞の大幅な変動は，免疫組織化学的研究の結果を解
釈するに当たって，その条件がいかに大切かを示すも
のである．その意味で，特にヒトの肝疾患時の血漿蛋
白産生細胞を検索した報告即0）において，無批判に
Hamashima　et　alτ）の結果を踏襲する傾向がみられる
ことには問題があり，より厳密な方法論の吟味がなさ
れるべきであろう．
5　結 論
　正常ラット肝における血漿蛋白産生細胞を酵素抗体
法を用いて検索し，以下の結論を得た．
1）肝の可溶性抗原の固定にはparaformaldehydeに
よる扇流固定が最適である．
2）　従来の報告にみる成績の不一致は主に，浸漬固定
で生じた人工産物によると考えられる．
3）正常ラット肝では，ALBとTfは100％の肝細胞で
合成されている．
4）一方，F9はすべての肝細胞で陰性である．
　以上より，ALBとTfの産生に関しては個々の肝細
胞に役割の分担がないことが明らかになった．また，Fg
の産生量は酵素抗体法で検出可能な量に達していない
と考えられ，次にFg産生が充進ずる条件を作り出し，
Fg産生細胞の同定をする必要があると思われた．さら
に，免疫組織化学的研究には厳密な方法論の吟味がな
されるべきであるという結論に達した．
　稿を終えるにあたり，御指導ならびに御校閲を賜っ
た小野江四則教授に深謝いたします．また御協力をい
ただいた第2病理の諸先生ならびに研究補助員の諸嬢
に感謝いたします．
　本論文の要旨は，第69回日本病理学会（1980年，札
幌）において発表した．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Explanation　of　Figures．
Figs．243　show　liver　sections　from　normal　rat＄stained　for　ALB　after　various　fixation　procedures．
Fig．2　Approximately　two－thirds　of　hepatocytes　in　the　liver　Iobule　are　stained．
　　　　　　　fixation　with　alcohol－acetic　acid　for　24　hours．　×110）．
（Method　I：immersion
Fig．3　Higher　magnification　of　the　area　shown　in　Fig．2．　Intensity　of　the　reaction　i．s　not　uniform　in　each
　　　　　　　hepatocyte　and　the　reaction　products　are　distributed　diffusely　throughout　the　cytoplasm．　The　nuclei
　　　　　　　of　some　hepatocytes　are　stained．（Method　I．×270）．
Fig．　4　ALB－positive　hepatocytes　tend亡01ine　up　along亡he　blood　vessei．
　　　　　　　with　IO％paraformaldehyde　for　6　hours．×110）．
（Method　II；lmmersion　fixatlon
Fig．5　1ntense　reaction　is　seen．at　the　edge　of　the　specimen．（Method　II．×110）．
Fig．6
F蓋9．　7
Fig．　8
Fig．9
Fig．10
Only　a　few　hepatocytes，　scattered　throughout　the　hepatic　lobule，　are　stained．（Method　III；immer－
sion　fixation　with　6％par艮formaldehyde　and　1％glutaraldehyde　for　4　hours．　x　110）．
ALB－positive．　hepatocytes　are　seen　randomly　d正stributed　as　seen　in　Flg．6．
血xation　with　2％paraformaldehyde　and　picric　acid　for　48　hours．（×110）．
（Method　IV；immersion
The　section　obtained　from　the　deep　part　of　the　tissue　block．　Almost　all　the　hepatocytes　are
stained．　Note　the　istense　reaction　seen　at　the　edge　of　the　specimen　in　the　upper　left．．（Method　V；
immersion丘xation　with　4％paraformaldehyde　after　Hush　with　saline　through　the　portal　vein．　×
110）．
Sections　obtained　from　the　superficial　part　of　tissue　block．　Almost　all　the　hepatocytes　in　the　hepa－
tic　lobule　are　stained．，　but　the　intensity　of　the　reaction　is　weaker　than　that　shown　in　Fig．8．
（Method　V．〉〈ユ10）．
Uneven　distribution　of　the　reaction　products　is　sometimes　noted　at　the　edge　of　the　specimen．
（Method　V．　x　110）．
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Fig．11　All　hepatQcytes　are　stained　and　the　intensity　of　the　reaction　prodUcts　is　uniform　throughout　the
　　　　　　　　hepatic　lobule．（Method　VI：perfusion　fixation　with　8％paraformaldehyde．×110）．
Fig。12　Higher　magnification　of　the　same　area　shQwn　in　Fig．11．　Note　the　intense　reaction　products　with　a
　　　　　　　　granular　pattern　within　the　hepatocytrs．（Method　VI＝×110）．
Fig．13　A　control　staining　with　absorbed　antisera　against　rat　plasma．　No　hepatocytes　are　stained．（MethQd
　　　　　　　　VI．×　110）．
　　　Figs．14－15　show　light　micrographs　of　the　immunoperoxidase　staining　for　Fg．　in　normal　rat　liver．
Fig、14　A　small　number　of　hepatocytes　are　stained．（Method　III．×110）．
Fig．45　No　hepatocytes　are　stained．（Method　VI．×110）．
Fig．16　Light　micrograph　of　the　immunoperoxidase　staining　for　Tf　in　norm．al　rat　liver．　AII　hepatocytes　are
　　　　　　　　stained．（Method　VI．×110）．
　　　　Figs．17－19　are　light　micrographs　of　the　immunoperoxidase　staining　for　IgG　in　nomal　rat　liver．
Fig．17　Many　hepatocytes　are　weakly　positive　for　IgG．　The　reaction　products　are　seen　along　the　sinusoidal
　　　　　　　　walls、（Method　I．×110）．
Flg．18　1gG　staining　of　the　serial　section　to　that　shown　in　Fig．4．　Hepat．ocytes　around　the　blood　vessel　are
　　　　　　　　stained　for　IgG　as　for　ALB（Fig．4）．（Method　II．×llO）．
Fig．19　A　small　number　Qf　positive　hepatoqytes　for　IgG　are　found　scattered　in　the　hepatic　lobule．　The
　　　　　　　　hepatocytes　facing　the　sinusoidal　lumen　are　stained　weakly．（Method　III．×110）．
　　　Figs．20　and　21　show　immuno－electron　microscopic　demonstration　of　ALB　and　Tf，　respectively，　wi．thin
the　hepatocytes　of　normal　rat　liver．　The　reaction　products　are　seen　on　the　rough　endoplasmic　reticulum
（RER），　nuclear　envelope（NE），　and　the　Golgi　apparatus（GA）．　Mitochondria　are　not　stained．　The＄e　ultra－
thin　sectiQns　were　not　stained　with　heavy　metals．
Fig．2①　Imrnuno－electron　microscopic　de．monstration　of　ALB．（×13，0．00）．
Fig．21　1mmuno－electron　microscopic　demonstration　of　Tf．（×13，000）．
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